
Immunomodulatory effects mixed with Weissella cibaria JW15 and Black 
soybean (Glycine max (L.) Merr.) Extract

The objective of this study was to investigate the 
immunomodulatory effects mixed with Weissella ci-
baria JW15 strain and black soybean (Glycine max 
(L.) Merr.). In this experiment, JW15 was cultured 
in De Man Rogosa and Sharpe (MRS) broth at 37% 
for 17 hr, and the cells were washed twice with sterile 
phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.2). And black 
soybean was extracted by ethanol or hot boiling water. 
The immuno-modulatory effects of mixed JW15 and 
black soybean extract were investigated by measur-
ing the production of nitric oxide (NO), nuclear factor 
κB (NF-κB) and cytokine (Interleukin-1β and Tumor 
necrosis factor-α) in RAW 264.7 macrophage cells or 
RAW blue cells. The 0.1 % ethanol and hot water ex-
tract of black soybean increased NO, NF-κB, and cyto-
kine production in a concentration dependent manner. 
The NF-κB activation by JW15 mixed with 0.1 % hot 
water extract of black soybean (0.26 ± 0.02) was sig-
nificantly higher than JW15 alone (0.20 ± 0.02). Also, 
combination of JW15 and 0.1% hot water extract of 
black soybean triggered IL-1β production of 110.19 ± 
4.38 pg/mL, which was significantly greater than the 
JW15 alone (12.06 ± 7.58 pg/mL). The results of this 
study indicate that combination of Weissella cibaria 
JW15 and black soybean extract may have an ability 
to activate innate immune response synergistically. 
According to these results, the mixture of JW15 and 
black soybean extract could hold great promise for use 
in probiotics.
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Introduction
생균제 (probiotics) 는 1989년 Fuller에 의해 장내미생물

총의 균형을 개선함으로써 숙주동물에게 유익하게 작용하는 
살아있는 미생물 첨가물로 정의되었다 [1]. 현재 사람과 동물
의 생균제로 많이 사용하고 있는 유산균 (lactic acid bacte-
ria) 은 대부분 탄수화물을 에너지원으로 사용하여 최종 대사
산물로 유산 (lactic acid) 을 생산하기 때문에, 보통 다른 미
생물에게는 치명적인 높은 산도에서 견디는 능력을 지니고 있
다 [1]. 또한 생균제는 면역조절인자에 작용하여 장내 면역반
응을 증가시키고 [2], 혈중 IgG의 수준을 높이며 [3], 식세포
의 활성과 면역기능을 개선시키는 등 면역조절 능력이 있는 
것으로 알려져 있다 [1]. 
최근에 Weissella 속 세균은 유산균군에 포함되었는데, 

1993년에 처음으로 Collins 등이 Leuconostoc 속 (Genus) 
의 다른 종들과 차이를 보이는 Leuconostoc paramesen-
teroides와 Lactobacillus 속 5종을 모아서 6종으로 새로운 
Weissella 속을 제안함으로써 만들어졌으며, 현재 14종의 
Weissella 속 세균이 공식적으로 알려져 있다 [4]. Weissella 
속은 그람 양성 무아포 형성균으로 카탈라아제 음성이며 이산
화탄소와 젖산을 생성하는 이상유산 발효경로 (heterolactic 
fermentation) 를 통해 포도당을 유산과 이산화탄소로 발효
시킨다. 또한 Weissella는 인간과 동물의 위장관, 김치와 같
은 발효야채, 그리스의 살라미 소시지, 스페인의 사탕수수와 
같은 발효음식에서 많이 검출되고 있는 것으로 알려지고 있
다 [5]. 

Weissella cibaria는 2002년에 Björkroth 등에 의해 처
음으로 명명되었는데, 2004년 Ennahar 등은 2002년 한국
의 Choi 등이 김치에서 우점종으로 분리, 명명한 Weissella 
kimchii가 Björkroth 등이 명명한 Weissella cibaria와 동
일 균종임을 확인하여 보고하기도 하였다 [6]. Weissella ci-
baria는 김치와 같은 발효음식에서 우점종으로 분리되고 있
으며, weissellicin과 같은 항균물질 생산 및 avian influenza 
virus에 대한 항바이러스 효과도 보고되고 있으며, 염증 매개 
물질의 생산에 관여하여 면역효과를 나타낸다는 연구결과 등
이 보고되고 있다 [7]. 김치에서 분리된 유산균주 Weissella 
cibaria JW15 (JW15) 는 선행연구에서 내산성, 내담즙성, 
내열성, 병원성 억제능과 같은 생균제로서의 특성을 가지고 
있는 것으로 보고되었으며 macrophages cell에서의 nuclear 
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factor κB (NF-κB)를 활성화시키고 nitric oxide (NO), in-
terleukin (IL)-1β 및 tumor necrosis factor (TNF)-α 생성
을 촉진시켜 면역조절 효과가 우수한 것으로 확인되었다 [8].
면역체계에서 macrophage는 monocyte로부터 분화된 세
포로 면역학적 항상성과 감염에 대한 숙주의 선천성 및 후
천성 면역반응에 있어서 중요한 역할을 하게 된다. Macro-
phage는 미생물이나 lipopolysaccharide (LPS), lipotei-
choic acids (LTA) 같은 미생물 구성요소에 의해 활성화되
고, NO나 염증 초기에 작용하는 대표적인 IL-1β와 TNF-α
같은 염증성 cytokine을 분비하여 숙주의 면역을 조절하는 
역할을 하고 있다 [9-12]. NO는 L-arginine의 nitric oxide 
synthetase 효소로부터 생성되는 물질로 단시간 동안 존재하
는 반응 중간산물이며, 암세포나 미생물의 성장을 저해하는 
것으로 알려져 있다 [13, 14]. IL-1β는 감염이나 염증에 대
해 면역반응을 유발하는 초기 급성 반응의 중요한 매개물질
로 숙주세포의 증식, 분화, 소멸 등과 같은 다양한 세포반응
을 유도하고 다른 cytokine과 chemokine의 분비를 유도해 
면역 연쇄반응을 촉발시키기도 한다 [15, 16]. TNF-α는 세
균감염과 악성종양 발생 시 염증과정을 조절하거나 intracel-
lular pathogen을 억제하여 숙주의 면역체계 내에서 광범위
한 영향을 미친다 [17]. 이러한 cytokine들은 외부침입에 대
해 숙주의 면역 방어 기작에 기여하고, 종종 암 환자나 바이
러스 감염환자들은 cytokine에 의해 치료되기도 한다 [18]. 
NF-κB는 DNA 전사조절에 관여하는 단백질 복합체이다. 또
한 NF-κB는 염증성 cytokine 유전자의 발현에 관여하고 감
염을 방어하기 위한 cytokine 생산으로 면역반응을 조절하는 
중요한 역할을 하기도 한다 [19]. 
서리태(검은콩, Glycine max (L.) Merr)는 예로부터 한국
인들이 해독제나 치료제 등의 건강식품과 전통 한방재료로 사
용하고 있는 다소비 식품소재 중의 하나이기도 하다. 서리태
에는 식이성 섬유, 올리고당, 이소플라본, 사포닌, 콩단백질, 
식물성 스테롤과 페놀 화합물 등이 다량으로 함유되어 있으
며, 특히 종피에 다량으로 함유되어있는 안토시아닌은 항암, 
항산화, 항바이러스, 면역증강 등의 다양한 생리활성 효과가 
있는 것으로 알려지고 있지만, 서리태 추출물의 면역조절 효
과에 대해서는 많은 연구가 이루어지지 않은 상태이다. [20]
따라서 본 연구는 RAW 264.7 cells에서의 서리태 에탄올 
및 열수추출물과 Weissella cibaria JW15 유산균의 면역활
성효과를 NO, NF-κB, cytokine (IL-1β와 TNF-α) 측정을 
통해 확인하고, 추출물과 유산균 혼합의 면역증강 시너지 효
과를 검증할 목적으로 진행되었다.

Materials and Methods
유산균 배양

김치에서 분리한 Weissella cibaria JW15 (KACC 91811) 
균주는 De Man Rogosa and Sharpe (MRS) broth (BD, 
USA) 에서 30°C, 24시간 배양한 후, MRS plate를 이용하
여 균수를 측정하였다. 또한 배양액 전체를 4°C에서 12,000 
rpm으로 10분간 원심 분리하여 상층액은 버리고 균체만을 
멸균된 phosphate buffered saline (PBS; pH 7.2) 으로 2회 
세척 후, 110°C에서 15분간 열처리하여 유산균을 사멸시킨 
후, 1.0 × 108 CFU/mL로 희석하여 in vitro 면역활성 측정용 
시료로 사용하였다 [8].

서리태 추출물 준비

서리태 에탄올과 열수추출물은 충남 금산 소재 금산국제
인삼약초연구소에서 제공받은 추출물을 본 실험에 사용하
였다. 서리태 (Glycine max (L.) Merr) 는 증류수와 에탄올 
(94%) 40mL에 각각 동결건조 분말 2g을 혼합하여 200 rpm
으로 25°C, 24시간동안 교반 추출을 실시하였다. 교반 추출 
후 Whatman No. 3로 여과하고, 40°C에서 회전진공농축기
를 이용하여 각 용매를 제거하였다. 각 추출된 최종 추출물
들은 동결건조 후 보관하며, PBS로 희석 (w/v) 하여 0.1%, 
0.01%, 0.001%를 제조하여 실험에 사용하였다.

세포배양

RAW 264.7 macrophages (Korean Cell Line Bank, Ko-
rea)와 RAW BLUE cells (InvivoGen, USA)은 10% fetal 
bovine serum (FBS; Gibco Laboratories, USA), 100 unit/
mL의 streptomycin과 penicillin (Gibco Laboratories)이 
첨가된 Dulbecco’s modified Eagles’s medium (DMEM: 
HyClone, USA) 배지를 사용하여 37°C, 5% CO2 조건에서 
배양하였다. RAW BLUE cells은 4~5번 계대배양 후, 100 
mg/mL의 Zeocin (InvivoGen, USA)을 처리하였다 [8].

Macrophages 활성화

RAW 264.7 macrophages와 RAW BLUE cells은 12 
well plate의 각 well당 5×105 cells/mL가 되도록 분주하여 
2시간 안정화 시킨 후, 새로운 배지로 교체하여 주었다. 그 후 
1.0 × 108 CFU/mL농도로 맞춘 heat-killed한 JW15 유산
균 시료 100 μL, 서리태 에탄올, 열수추출물을 각각 100 μL
를 첨가하여 48시간 배양하였다. 염증 반응 모델은 100, 500, 
1,000 ng/mL LPS (Sigma, USA)를 처리하였으며, 48시간 
후 배양 상층액만을 모아 NO, NF-κB와 cytokine (IL-1β, 
TNF-α)의 농도를 측정하였다 [8].

NO 측정

NO의 농도는 Griess reagent (Promega, USA) 를 이용하
여 측정하였다. 50 μL의 macrophage 배양액과 nitrite stan-
dard (0~100 μM sodium nitrite) 에 1% sulfanilamide가 
함유된 5% phosphoric acid 50 μL 와 0.1% N-1-naphthyl 
ethylenediamine dihydrochloride 50 μL를 섞고 실온의 암
실에서 10분간 방치한 후, 540 nm에서 microplate reader 
(Tecan, Austria) 를 사용하여 흡광도를 측정하였다. 측정한 
흡광도 값을 standard 표준곡선을 이용하여 NO의 생성농도
로 계산하였다 [21].

NF-κB 측정

Secreted alkaline phosphatase reporter gene이 안정적
으로 transfection된 RAW BLUE cells을 이용하여 NF-κB 
pathway를 활성화시키는지 확인하였다. 12 well plate에 5.0 
× 105 cell/mL RAW BLUE cells을 분주하고 2시간 안정화
시킨 후, JW15균주와 에탄올 및 열수 추출물을 각각 접종하
여 48시간 배양하였다. 양성대조물질로는 100 ng/mL LPS 
(Sigma, USA) 를 사용하였다. 배양 후 배양 상층액 20 μL
와 QUANTI-Blue (InvivoGen, USA) 200 μL를 96 well 
plate에 혼합한 후 37°C에서 15분간 반응시켰으며, 반응이 
끝난 후 620 nm에서 ELISA reader (Tecan, Austria) 를 사
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용하여 흡광도를 측정하였다 [8].

Cytokine 측정

IL-1β와 TNF-α의 농도는 ELISA kits (eBioscience, 
USA) 를 이용하여 측정하였다. 96 well plate에 coating buf-
fer로 희석한 IL-1β와 TNF-α의 capture antibodies 100 μL
를 4°C에서 하루 동안 코팅하였다. 0.05 % (v/v) 의 Tween 
20 (Bioshop, Canada) 을 포함하는 PBS(PBST) 로 5번 세
척 후, PBS로 희석한 10 % (v/v) FBS 200 μL를 1시간동안 
비특이적인 단백질 결합을 막기 위해 반응시켰다. PBST로 5
번 세척 후, IL-1β와 TNF-α의 standard와 macrophage 배
양액 100 μL를 넣고 2시간동안 실온에서 배양하였다. 모든 
standard와 sample은 3번씩 실시하였다. PBST로 다시 5번 
세척 한 후, IL-1β와 TNF-α의 detection antibodies 100 μL
를 1시간동안 실온에서 방치하였다. Plate를 PBST로 5번 세
척 후, Avidin-HRP를 30분간 실온에서 반응시키고 PBST로 
7번 세척하였다. 세척 후 100 μL의 Tetramethylbenzidine 
(TMB) 를 암실에서 15분 반응시키고 50 μL의 2N H2SO4

로 반응을 멈추게 하였다. 반응이 끝난 plate를 450 nm에
서 측정하고 흡광도값을 standard (0~1,000 pg/mL; IL-1β, 
TNF-α) 표준곡선을 이용하여 계산하였다 [8].

통계분석 및 유의성 검정

통계처리는 SPSS (Window ver. 12.0; SPSS, USA)를 이
용하였으며 그룹간의 유의성 검정은 ANOVA와 Duncan’s 
tests를 사용하였다 (P<0.05).

Results
서리태 에탄올 및 열수 추출물의 농도별 면역조절효과

서리태 에탄올 및 열수 추출물에 의한 NO, NF-κB 그리

고 cytokine인 IL-1β, TNF-α의 생성량을 추출물의 농도별
로 측정하였다. 그 결과 NO 생성량의 경우, 0.1% 서리태 열
수추출물을 제외한 다른 농도의 서리태 추출물은 NO생성량
을 증가시키지 못하였다. 그러나 0.1% 열수추출물 (4.59 ± 
0.18 μM/mL) 은 다른 농도의 추출물보다 유의적인 NO 생
성량 증가를 나타내었다. NF-κB의 경우, 0.1% 에탄올추출
물과 열수추출물이 다른 농도 추출물보다 유의적으로 더 높
은 NF-κB를 활성을 보였다. IL-1β의 경우, 에탄올 추출물은 
농도의존성의 경향을 보이지 않았으며, 0.01% 에탄올추출
물 (49.57 ± 1.43 pg/mL) 과 0.1% 에탄올추출물 (38.14 ± 
4.71 pg/mL) 이 다른 군에 비해 유의적인 IL-1β 생성량 증
가를 나타내었다. 0.1% 서리태 열수추출물의 TNF-α 생성량
이 24.725.3 ± 146.88 pg/mL으로 가장 높은 수치를 나타내
었으며, 0.1% 에탄올추출물에 비해 유의적인 증가를 나타내
었다 (Fig. 1).

서리태 추출물과 Weissella cibaria JW15 혼합물의 농도별 면

역조절효과

서리태 에탄올 및 열수추출물과 Weissella cibaria JW15 
균주와의 혼합 시 나타나는 면역조절 시너지 효과를 확인하기 
위하여, NO, NF-κB 및 cytokine (IL-1β, TNF-α) 의 생성량
을 측정하였다. 그 결과 NO 생성량의 경우 가장 낮은 농도인 
0.001% 서리태 열수추출물과 JW15 혼합군에서 NO 생성량 
(12.65 ± 1.56 μM/mL) 이 가장 높게 측정되었으며, JW15 
단독의 NO 생성량 (11.34 ± 0.45 μM/mL) 에 비해 유의적
인 증가를 확인할 수 있었다. 그러나 서리태 에탄올 추출물과 
JW15의 혼합군의 경우 JW15단독군과 비교하여 유의적인 
시너지 효과를 관찰할 수 없었다. 에탄올 및 열수 추출물 모
두 농도가 증가함에 따라 NO생성량은 감소하는 농도 비의존
적인 패턴을 나타내었다. NF-κB의 경우, 모든 농도의 서리태 
열수추출물 혼합군과 0.1% 에탄올추출물 혼합군에서 JW15 

Fig. 1. Nitric oxide (NO), nuclear factor (NF)-κB, interleukin -1β and tumor necrosis factor (TNF)-α production by RAW 264.7 cells 
or RAW BLUE cells induced by three concentrations of ethanol and hot water extract of Black soybean. L100; lipopolysaccharide 
(LPS) at 100 ng/mL, L1000; LPS at 1000 ng/mL, EE; ethanol extract of black soybean, WE; water extract of black soybean. Different 
superscript letters (a, b, c, and d) indicate statistical differences as determined by ANOVA (P<0.05).
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단독군에 비해 유의적으로 높은 NF-κB 생성을 유도하였다. 
IL-1β 측정 결과, 0.01%와 0.1% 열수추출물 혼합군에서 각
각 24.15 ± 2.19 pg/mL과 110.19 ± 4.38 pg/mL로서 JW15 
단독군의 12.06 ± 7.58 pg/mL보다 유의적인 증가 결과를 나
타내었다. 그러나 TNF-α 생성량의 경우 서리태 에탄올 및 열
수추출물 혼합군 모두에서 JW15 단독군에 비해 유의적인 증
가 결과는 확인할 수 없었다 (Fig. 2).

Discussion
생균제 (Probiotics) 로써 사용되는 유산균들의 면역활성 증
진효과는 많은 연구를 통해 보고되고 있다 [21]. 본 연구에서 
사용한 유산균주인 Weissella cibaria JW15 또한 in vitro 상
에서 NO, NF-κB와 cytokine 생산을 증가시켜 숙주의 면역
활성을 증진시켜 숙주의 면역활성을 증진시키는 것으로 보
고되어 있다 [8]. 본 실험에서 JW15균주와 혼합한 서리태 
(Glycine max (L.) Merr.) 에 대해서 항산화 활성 및 항암 활
성 등 생리활성에 대한 연구는 많이 진행되어 있으나 [22], 면
역활성 증진에 대한 관련 연구는 부족한 상황이다. 따라서 본 
연구에서는 JW15 유산균주와 서리태 에탄올, 열수추출물을 
혼합하였을 때, 각 면역지표들 (NO, NF-κB, IL-1β 그리고 
TNF-α) 의 생성능을 측정하여 유산균과 서리태 추출물의 면
역증강 시너지효과 여부를 확인하는 실험을 실시하였다. 
서리태 에탄올 추출물과 열수추출물을 농도별로 RAW 

264.7 대식세포에 반응시켜 NO, NF-κB 그리고 cytokine 
생성능을 측정한 결과, 서리태 추출물이 각 면역지표들의 생
성을 증가시키는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 이와 같은 
면역지표들의 증가는 실험동물에게 검은콩을 투여하여 IL-2
와 INF-γ의 생성을 증가시켰다는 보고와 유사한 결과로 생각
된다 [23]. 검은콩 구성물질인 soy isoflavones가 LPS로 유
도된 대식세포에서 NO의 생성을 저하시키는 항염증효과를 
가진다는 연구가 많이 보고되고 있는데 [24], 본 실험에서는 

반대로 NO와 염증성 cytokine의 생산량을 증가시켰다. 이러
한 실험 결과는, 항염증효과를 지니는 soy isoflavones 이외
의 검은콩 구성물질 중 면역활성을 증진시키는 물질에 의한 
가능성이 있을 것으로 생각된다. 

JW15균주와 서리태 추출물을 혼합하였을 때 나타나는 각 
면역지표들의 조절능력을 확인한 결과, 추출방법에 따라 에
탄올추출물보다 열수추출물의 면역활성능이 높은 것으로 확
인되었다. 이것은 에탄올과 열수로 추출하는 과정 중 추출물
의 성분 차이에 따라 나타나는 결과로 생각된다. 서리태 열
수추출물과 유산균을 혼합하였을 때, 서리태 열수추출물이 
TNF-α를 제외한 면역지표들의 생성을 JW15 단독으로 처
리한 것보다 유의적으로 증가시키는 것으로 확인되었다. 특
히 0.1%의 서리태 열수추출물의 경우 현저한 IL-1β의 생성
을 유의적으로 증가시켰는데, 이러한 염증 cytokine의 증가
는 숙주의 면역체계내의 균형을 유지시키고 감염에 대한 저항
성을 증가시킨다는 보고와 유사성을 갖고 있다 [25]. Harata 
등도 Lactobacillus gasseri TMC0356 경구투여가 IL-1β, 
TNF-α의 mRNA 발현을 증가시킨다는 연구보고를 발표하
였다 [26]. 따라서 본 실험의 결과를 통해 JW15균주와 서리
태추출물의 혼합물이 면역활성 능력을 나타내는 기전인 cy-
tokine 활성변화를 유도하는 것으로 추측된다. 
이상의 결과를 종합하여 보았을 때, 세포수준에서 서리태
의 에탄올 추출물과 열수추출물 모두 NO, NF-κB 그리고 
TNF-α의 생성을 증가시키는 면역증강효과를 지니고 있었
으며, 또한 JW15와 서리태 열수추출물 혼합은 macrophage
를 활성화시켜 NO, NF-κB 그리고 IL-1β의 면역증강 시너
지효과를 나타내는 것으로 생각된다. JW15와 서리태추출
물 혼합의 NO측정 결과에서는 고농도 (0.1%) 보다 저농
도 (0.001%) 의 추출물과 유산균의 혼합에서 높은 NO 생
성량을 나타내었는데, 이와 같은 결과는 재실험을 통해 확인
이 필요한 것으로 보인다. 따라서 이번 결과를 바탕으로 향후 
JW15와 서리태 열수추출물의 혼합물을 실험동물에게 경구
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Fig. 2. Nitric oxide (NO), nuclear factor (NF)-κB, interleukin-1β and tumor necrosis factor (TNF)-α production by RAW 264.7 
cells or RAW BLUE cells induced by ethanol and hot water extract of black soybean mixed with Weissella cibaria JW15. L100; 
Lipopolysaccharide (LPS) at 100ng/mL, L1000; LPS at 1000ng/mL, EE; ethanol extract of black soybean, WE; water extract of black 
soybean. Different superscript letters (a, b, c, d, e and f) indicate statistical differences as determined by ANOVA (P<0.05).



투여하여 in vivo 상에서도 면역증강 시너지효과가 발현된다
면, Weissella cibaria JW15균주와 서리태 열수추출물의 혼
합물은 면역력이 저하된 사람 및 동물의 건강기능성 식품소재
로 활용될 가치가 매우 높을 것으로 기대된다. 
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